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adDDS Accurate dosed DDS B.C. 境界条件 
Cal Calcein disodium Cd 基剤中薬物濃度 
CEC constant electric current Cs Stripped pig ear skin 中の薬物濃
度 
CLSM 共焦点レーザー走査型顕微鏡 Csc 薬物の角層中濃度 
DHB 2,5-dihydroxybenzoic acid Cved 薬物の生きた表皮・真皮中濃度 








HPLC High performance liquid 
chromatography 




iMScope 質量顕微鏡 Ksc 投与側/角層の分配係数 
IMS Imaging mass spectrometer Kved 角層/生きた表皮・真皮への分配
係数 
IMS Imaging mass spectrometer Lsc  角層の厚み 
LC Lidocaine hydrochloride 
monohydrate 
Lved  生きた表皮・真皮の厚み 
L, x  バリアの厚み 
MALDI-T
OFMS 
Matrix Assisted Laser Desorption/ 
Ionization-Time of Flight Mass 
Spectrometry 
Q 累積透過量 
t  時間 
Vd ドナー溶液の容積 
MRI Magnetic Resonance Imaging t  時間 
Nano-dose 
applicator 
ピエゾ感圧アプリケーター Vd ドナー溶液の容積 
  
NA Nicotinic acid 
PBS Phosphate buffered saline 
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の 100 分の 1 から 1000 分の 1 以下、もしくはそれ以下にも抑えることができ 2）、
正常組織への薬物移行量の圧倒的減少によって副作用も著しく低減することが
























ターゲッティング効率を付与した DDS（以下本論文では Accurate dosed DDS, 






イメージングというキーワードのもとで、約 100 年前のレントゲンの X 線撮影




















イルから予測した一次元 concentration-distance profile と比較した。また、第 2 章
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では、近年開発されたイメージング質量分析法 30-34)、すなわち光学顕微鏡と
MALDI-TOFMS（Matrix Assisted Laser Desorption/ Ionization-Time of Flight Mass 
Spectrometry）を搭載した質量顕微鏡（iMScope、株式会社島津製作所、京都、
日本）を用い、非蛍光標識薬物の組織中濃度の画像解析法について検討を行っ
た。さらに第 3 章では、ピエゾ感圧アプリケーター（Nano-dose applicator）を用
いて微少量薬液を投与した後の薬物の摘出組織内分布を評価した。すなわち、





















	 Sugibayashi ら 44)は、以前より数学的手法を用いた皮膚中濃度の予測研究を行
っており、薬物の透過パラメータを用いて皮膚中濃度を算出する方法を報告し
ている。この予測において、皮膚局所適用薬物の皮内動態は Fick の第 2 拡散則
に基づく差分法により計算できること、さらに皮膚を「角層」と「生きた表皮・
















	 第 1 章では、顕微鏡画像による皮内動態解析の可能性について調べるため、
角層を除去した stripped pig ear skin を用いて薬物適用後の一次元
concentration-distance profile の数値化を試みた。また、Fick の拡散則の差分式に
より角層除去皮膚中の concentration-distance profile を皮膚透過プロファイルから
予測し、これら両者を比較し、画像解析による蛍光標識剤の皮膚中濃度評価の




第 1 節	 理論 
 
1 層膜の concentration-distance profile の解析方法 56-59) 
Figure 1 に 模 式 的 に 1 層 膜 と 仮 定 で き る 膜 中 の 透 過 実 験 中 の
concentration-distance profile を示す。 
 
	 	 	 	  
Fig. 1  Schematic diagram of concentration-distance profile through stripped pig ear 
skin (one-layered diffusion model). 
 
時間 t、深度 x における薬物濃度 Cs は、Fick の第 2 法則から以下のように表さ
れる。 
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 Stripped pig ear skin が 1 層膜としてふるまう場合、本実験での初期条件（I.C.）
および境界条件（B.C.）は以下のようになる。 
	 	 	 	 	 	 	 	 I.C.	 	 	 t=0	 0<x<L	 Cs=0 







	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  x=L  Cs=0 
  
	 	 	 	    	 	 	            	 （2） 
ここで、L はバリア層の厚みであり、stripped pig ear skin の厚みと考えることが
出来る。K はドナー側から stripped pig ear skin 表面、すなわち生きた表皮への薬
物の分配係数、Cd は基剤中薬物濃度、Cs は stripped pig ear skin 中各深さでの薬物
濃度、Vd はドナー溶液（または基剤）の容積を示す。 
	 時間 t、位置 x での Cs の濃度変化は、式（1）、式（2）にしたがう。薬物のレ
シーバー側への透過速度 J は Fick の第 1 法則である式（3）で表すことができる。
さらに、J を積分することにより薬物の累積皮膚透過量 Q が求められる（式（4））。 
 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 J = −Ds(
dCs
dx )x=L                                  （3） 














Δt (Csi, j+1 −Csi, j )                           （5）	  




Δx2 (Csi−1, j − 2Csi, j +Csi+1, j )                 （6） 
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ここで、Csi,j は i 番目の位置の j 番目の時間の stripped pig ear skin 中薬物濃度を表
す。また、∆t は tj+1-tj を、∆x は xi+1-xi を表す。式（5）、（6）を式（1）に代入す
ると次式が得られる。 
 





                  J j = −Ds
Cn+1, j −Cn, j
Δx                                 （8） 
                  Qj =Qj−1 + J j ⋅ Δt                        	 	 	 	 	 	 （9） 
 
	 ここで、n は皮膚の分割数を示す。各パラメータは表計算ソフト MicrosoftⓇ 
Excel 中の付属プログラムを用いて計算した。計算には n=10 を用いた。拡散係
数 Ds と分配係数 K は、in vitro 皮膚透過試験から得られた累積皮膚透過量 Q の
実測値を非線形最小二乗法にてカーブフィッティングすることにより算出した。
算出した Dsおよび K を用いて stripped pig ear skin 中各深さの FD-4 濃度を算出し




第 2 節	 実験方法 
 
2. 1. 試薬  













分を摘出し、電動ダーマトーム（Acculan 3Ti Dermatome、Aesculap-a B.Braun 
Company、Melsungen、Hessen、Germany）を用いて表皮側より下層に向けて厚




2. 4. 検量線用のブタ耳皮膚片の調製法 
	 摘出した stripped pig ear skinを適当な大きさに切り分け、種々濃度（0.05、0.50、
1.00、2.50、4.00、5.00 mM）に調製した FD-4 溶液中に完全に浸かるように入れ







2. 5. 皮膚切片の CLSM 観察手順と条件設定 
	 2. 4. の方法で包埋した皮膚片よりクライオスタット（CM3050、LEICA、
Wetzler、Hessen、Germany）を用いて垂直方向に厚み 10 µm の皮膚切片を作製し
た。作製した皮膚切片は CLSM を用いて FITC に起因する蛍光を観察した。FD-4
を用いた場合のCLSMの条件は、Wave lengthを473 nm、Scan speedを200 µs/pix、
Laser power を 1%、HV を 236 V、Gain を 1.125 x、Off set を 0 とした。 
 
2. 6. 皮膚切片中 FD-4 蛍光強度の CLSM による測定法 
	 CLSM より得られた皮膚切片の蛍光画像 1 枚につき蛍光強度を算出するため
の解析ポイントとして 50 （5×10）個を選択し、各ポイントの蛍光強度を測定し、
得られた全プロットの蛍光強度の平均値を算出した。Figure 2 にプロッティング
例を示す。また、FD-4 を含まない PBS に浸した皮膚切片の画像から自家蛍光強
 18 
度を求め、種々濃度 FD-4 溶液に浸した皮膚切片から得られた蛍光強度から差し
引き、各 FD-4 濃度の蛍光強度とした。 
 
 
Fig. 2  Example of a CLSM observation image for the calibration of FD-4 
fluorescence intensity in stripped pig ear skin. 
 
2. 7. FD-4 の in vitro 皮膚透過試験法 
	 2. 3. の方法で調製した stripped pig ear skin は、表皮側を上向きに縦型拡散セル
（有効透過面積 1.77 cm2）にセットした。次に、皮膚からレシーバーに漏出する
 
Stratum corneum side Dermis side 
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自家蛍光の影響の軽減し、かつ角層を水和するため、表皮側に 1.0 mL、真皮側
に 6.0 mL の PBS を適用し、1 時間放置した。その後、表皮側に適用した PBS を
回収し、真皮側より 0 時間目のサンプリングを行い、同量の PBS を真皮側に補
充した。その後、表皮側には PBS に溶解させた 5 mM FD-4 溶液を 1.0 mL 適用
し、5 時間（定常状態）および 0.5 時間（非定常状態）の透過試験を行った。実
験中、セル内の温度は 32 ˚C に保ち、真皮側のセル内をマグネティックスターラ
ーで攪拌子を回転させることで常時攪拌した。経時的に真皮側から 0.5 mL サン
プリングし、その都度、同量の PBS を補充した。 
 
2. 8. FD-4 の定量法 
	 得られたサンプル中の FD-4 濃度は蛍光分光光度計（RF-5300PC、株式会社島
津製作所、京都、日本）を用いて測定した。すなわち、FD-4 のサンプル溶液は
遠心分離（18,800×g、5 min、4 ˚C）し、その上清 300 µL を蛍光分光光度計にて
励起波長 490 nm、蛍光波長 520 nm の条件で測定した。 
 
2. 9. 皮膚透過試験後の皮膚処理法 




直方向に厚み 10 µm の皮膚組織切片を作製した。作製した皮膚組織切片は CLSM
を用いて観察した。なお、CLSM 測定条件は、2. 5. の条件と同様である。 
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2. 10. 皮膚組織の CLSM 画像解析法 
皮膚組織切片の CLSM 画像の蛍光強度を算出するため、解析ポイントとして





Fig. 3  Example of a CLSM observation image for FD-4 fluorescence intensity in 







Stratum corneum side Dermis side
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第 3 節	 結果 
 
3. 1. 種々濃度 FD-4 溶液に浸したブタ耳皮膚切片観察 
Figure 4 に種々濃度 FD-4 溶液に浸した stripped pig ear skin 組織切片の CLSM
観察結果を示す。Fig. 4g はコントロール（0 µM の FD-4 適用時）である。浸し





















Fig.  4  CLSM images for FD-4 fluorescence intensity in stripped pig ear skin after 
immersions in solutions with different concentrations of FD-4 solutions. Dashed line: 
boundary of the skin sample. 
a) 0.05 mM (183.45 µg/mL), b) 0.5 mM (1834.5 µg/mL), c) 1 mM (3669.0 µg/mL), 
d) 2.5 mM (9172.5 µg/mL), e) 4 mM (14676 µg/mL), f) 5 mM (18345 µg/mL), and g) 0 




a) b) c) 
d) e) f) 
g) 
Stratum corneum side Dermis side 
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3. 2. 皮膚組織切片中 FD-4 の CLSM を用いた検量線 




 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
	  
Fig. 5  Relationship between FD-4 fluorescence intensity observed by CLSM and 
the concentration of FD-4 applied. Each point shows the mean ± S.D. (n = 50). 
 
3. 3. CLSM を用いた画像解析 
	 透過試験終了後の皮膚組織切片を観察し、得られた CLSM 画像から皮膚中の
蛍光強度を測定した。Figure 6 に透過試験終了後（定常状態時）の皮膚組織切片




































の CLSM 画像を示す。また、Fig. 7 には適用 0.5 時間後の非定常状態時の皮膚組
織切片の画像を示す。定常状態および非定常状態とも生きた表皮側から真皮側
へ向かってFD-4による緑色蛍光の明度の減少することを確認することができた。
なお、stripped pig ear skin の FD-4 適用表面付近の蛍光強度が著しく高く、また、
レシーバー側表面の蛍光強度は安定しなかったので、両表面付近の蛍光強度に










Fig. 6  CLSM images of FD-4 fluorescence intensity in stripped pig ear skin in the 
steady state (5 h) after the permeation experiment. a), b) and c) show samples A, B and 





Fig. 7  CLSM images of FD-4 fluorescence intensity stripped pig ear skin in the 
non-steady state (0.5 h) after the permeation experiment. a) and b) show samples A and 
B, respectively.  
 
3. 4. 皮膚透過プロファイルおよび差分解析 
Figures 8 に皮膚中濃度を算出するために、異なる 3 枚の stripped pig ear skin に
5 mM FD-4 を適用した後の in vitro 皮膚透過プロファイルを示す。典型的な薬物
の累積皮膚透過プロファイルが得られ、さらに、3 つのサンプルは類似したプロ
ファイルを示した。Stripped pig ear skin 透過実験から得られた透過プロファイル
より K、Ds を算出した。その結果を Table 1 に示す。また、Stripped pig ear skin
透過実験から得られた透過パラメータ（Table 1）を用いて、第 1 節に示した解
析法を用いて定常状態時における concentration-distance profile を算出した。その
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 さらに、非定常状態時の FD-4 の皮膚中濃度分布を調べるために、Fig. 8 に示
したプロファイルから適用 0.5 時間後の非定常状態時における
concentration-distance profile を Table 1 に示した透過パラメータを用いて、第 1 節
に示した解析法を用いて算出した。別に 0.5 時間透過実験を行い、CLSM を用い
て得た実測値と併せて Fig. 10 に示す。この場合も実測値と計算値はよく一致し
て、非定常状態では生きた表皮から真皮下部へ皮膚深度が深くなるにつれて曲
線的に皮膚中濃度が減少した。また、Fig. 9 同様に Fig. 10 で示した皮膚中濃度
プロファイルもサンプル間でよく一致した。 
	 以上、Figs. 8-10 より stripped pig ear skin 透過挙動から第 1 節に示す手法を用






             
Fig. 8  Time course of the cumulative amount of FD-4 that permeated through stripped 
pig ear skin. 
Symbols: ●: sample A, u: sample B, ▲: sample C.  
 
Table 1  Permeation parameters of FD-4 through stripped pig ear skin 
 
Ds: diffusion coefficient in vaiable epidermis and dermis. 
K: partition coefficient. 











































Fig. 9  Concentration-distance profile of FD-4 in the steady state (5 h). 
 Symbols (○): Observed values from image analysis, Dashed line: Calculated value 
by the difference equation based on Fick’s law of diffusion from the skin permeation 
profile. Each point shows the mean ± S.D. (n = 4). a), b) and c) correspond to samples 












Fig. 10  Concentration-distance profile of FD-4 in the non-steady state (0.5 h). 
 Symbols (□): Observed value from image analysis, Dashed line: Calculated value by 
the difference equation based on Fick’s law of diffusion from the skin permeation 
profile. Each point shows the mean ± S.D. (n = 4). a) and b) correspond to samples A 




























































第 4 節	 考察 
 
	 Stripped pig ear skin を浸した溶液中の FD-4 濃度と各 CLSM 画像から得られた
蛍光強度の間に直線関係が得られたことから（Fig. 5）、CLSM を用いることによ
り、皮膚中の蛍光標識薬物濃度の定量的評価が可能であると考えられた。また、
CLSM を用いた画像解析より得られた FD-4 の実測値は皮膚透過プロファイルよ
りFickの法則から導いた差分法を用いて算出した計算値と、定常状態時（Fig. 9）
および非定常状態時（Fig. 10）ともに極めて近似した。これらのことから、stripped 






今後は、full-thickness skin を用いた検討も行う必要があろう。その際、CLSM で







第 5 節	 小括 
	 本研究により、摘出実皮膚を用いて CLSM を用いた蛍光物質の検量線が作製
でき、かつ蛍光物質の定量を行うことが可能であることが示された。 
	 また、本方法で得た stripped pig ear skin における定常状態時および非定常状態




















物の局在を直接可視化する Imaging mass spectrometer（IMS）法が発展した 63-67）。
IMS 法では、このような利点から、医学・薬学・農学・工学分野への応用が期
待されている。 
	 本章では、モデル薬物として Lidocaine hydrochloride monohydrate および
Nicotinic acid を選択し、質量顕微鏡（iMScope）を用いた画像解析による濃度分
布評価を行った。また第 1 章と同様皮膚透過試験から得られる皮膚透過挙動よ
り concentration-distance profile を算出し、画像解析の結果と比較することで、
 33 
iMScope 画像による皮膚中濃度評価の有用性について検討した。  
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第 1 節	 理論 
 
	 1 層膜の concentration-distance profile の解析方法は前章で示した方法と同様で
ある。 
	 本章では新たに 2 層膜の concentration-distance profile の解析方法について示す。
Figure 1 に 2 層膜と仮定した角層を有する full-thickness pig ear skin の定常状態時
の薬物濃度推移を模式化して示す。すなわち、full-thickness pig ear skin を角層と
生きた表皮・真皮からなる 2 層膜と仮定して、Fick の拡散則を用いて薬物の皮
膚透過挙動を解析した。薬物の角層中濃度 Csc と生きた表皮・真皮中濃度 Cved は
以下の式で表すことができる。 
 
	 	 	 	  
Fig. 11  Schematic diagram of a concentration-distance profile in full-thickness pig ear 


















∂x2 	 	      	 	 	 	 	 	        	 （10） 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	   ∂Cved
∂t Dved
∂2Cved
∂x2     	 	 	    	  	 	 	 	 	 	  （11） 
ここで、Dsc は角層中拡散係数、Dved は生きた表皮・真皮中拡散係数を示す。本
実験での初期条件（I. C.）および境界条件（B. C.）は以下のように仮定した。 
I. C.             t=0       -Lsc<x<0    Csc=0 
                           0<x<Lved    Cved=0 
B. C.             t>0     x=-Lsc      Csc=KscCv 







                        x=Lved   Cved=0	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	       （12） 
	 Csc および Cved は、Fick の拡散第 2 法則に従って変化すると仮定すると差分法
を用いて計算できる。Ksc は投与側から角層への分配係数、Kved は角層から生き
た表皮・真皮への分配係数を示す。薬物の full-thickness pig ear skin 透過速度 Flux
は式（13）で、また、単位面積当たりの full-thickness pig ear skin 累積透過量 Q
は式（14）で表すことができる。 
	 	 	 	 	 	 	 	 Flux = −Dved (
∂Cved
∂x
)x=Lved          	 	 	 	 	        	 	  （13） 




∫           	 	 	 	 	 	     	   （14） 
	 また、式（10）は式（15）および式（16）に、式（11）は式（17）および式
（18）に変換することができる。 




Δt (Csc,i, j+1 −Csc,i, j ) 	 	 	            	 	 	     	 （15） 
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Δx2 (Csc,i−1, j − 2Csc,i, j +Csc,i+1, j )     	     	      （16） 




Δt (Cved,i, j+1 −Cved,i, j )             	  	  	    	 （17） 




Δx2 (Cved,i−1, j − 2Cved,i, j +Cved,i+1, j )               （18） 
ここで、Ci,j は皮膚における i 番目の位置の j 番目の時間の濃度を表す。なお、Δx
は xi+1-xi を表し、Δt は tj+1-tj を表す。式（15）および式（16）を式（10）に、式
（17）および式（18）は式（11）に代入すると次式が得られる。 
                 Csc,i, j+1 = rDsc,i−1, j + (1− 2rDsc )Csc,i, j + rDsc,i, j +Csc,i+1, j          （19） 
                 Cved,i, j+1 = rDvedDved,i−1, j + (1− 2rDved )Cved,i, j + rDved,i, j +Cved,i+1, j   （20） 
ここで、r は Δt/Δx2 を示す。 
	 差分法を用いると、式（13）は式（21）に、式（14）は式（22）で表すこと
ができる。 
                   Flux j = −Dved
Cved,n+1 −Cved,n, j
Δx 	        	   	 	       （21） 
                   Q =Qj−1 + Flux jΔt      	 	 	 	 	            	   	 （22） 
	 ここで、n は皮膚の分割数を示す。各パラメータは表計算ソフト MicrosoftⓇ 
Excel を用いて計算した。なお、今回は n=10 とした。Full-thickness pig ear skin
中の各パラメータは累積透過量 Q の実測値を非線形最小二乗法を用いてカーブ
フィッティングすることで算出した。その際、はじめに stripped skin の透過挙動
から拡散係数 Dved および分配係数 Kved を求め、Dved、Kved および full-thickness skin
の透過挙動から算出した。計算では Ds·∆t/∆x2 が 0.5 以下になるように∆t および
∆x を設定した。  
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第 2 節	 実験方法 
 
2. 1. 試薬 















2. 4. LC の皮膚中濃度定量のための検量線用のブタ皮膚の調製法 
	 摘出した stripped pig ear skin を適当な大きさに切り分け、種々濃度（100、500、
1000、1500、2500 µg/mL）に調製した LC 溶液中に、完全に浸かるように入れた。
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また、コントロールとして、stripped pig ear skin 片を PBS 中に同様に完全に浸か
るように入れた。24 時間静置後、すべての皮膚片を取り出し、凍結包埋剤（OTC




2. 5. 薬物の in vitro 皮膚透過試験法 
2. 5. 1. LC の in vitro 皮膚透過試験法 
	 方法 2. 3.で調製した角層を有する full-thickness pig ear skin および角層を除去
した stripped pig ear skin は、表皮側を上向きにして縦型拡散セル（有効透過面積
1.77 cm2）にセットした。その後、角層を水和するため、表皮側に 1.0 mL、真皮
側に 6.0 mL の PBS を適用し、1 時間放置した。次に、角層側から PBS を回収し、
真皮側より 0 時間目のサンプリングを行い、同量の PBS を真皮側に補充した。
また、角層側には PBS に溶解させた 2.5 mg/mL LC 溶液を 1.0 mL 適用し、8 時間
（full-thickness pig ear skin）および 4 時間（stripped pig ear skin）の透過試験をそ
れぞれ行った。実験中、セル内の温度は 32 ˚C に保ち、真皮側のセル内をマグネ
ティックスターラーで攪拌子を回転させることで常時攪拌した。経時的に真皮
側から 0.5 mL サンプリングを行い、その都度、同量の PBS を補充した。透過試
験より得られた LC のサンプル溶液は遠心分離（18,800×g、5 min、4 ˚C）し、そ
の上清 200 µL と同量のアセトニトリルと混和後遠心分離（18,800×g、5 min、4 ˚C）
することでタンパク質を除去し、HPLC にて測定した。HPLC システムは、
LC-10AD ポンプ、SIL-20A オートインジェクター、SPD-10AV 紫外・可視吸光
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度検出器、CTO-10AC カラムオーブン（株式会社島津製作所、京都、日本）か
ら構成され、カラムは Inertsil®ODS-3 4.6mm×150 mm（GL Sciences Inc.、東京、
日本）を用いて、カラム温度は 40ºC とした。移動相は 5 mM sodium 
1-heptanesulfonate を含有した 0.1% phosphoric acid：acetonitrile＝7：3 を用い、流
速 1.0 mL/min とした。また、injection volume は 10 µL とし、検出波長 UV230 nm
でピーク面積を測定した。 
 
2. 5. 2. NA の in vitro 皮膚透過試験法 
	 方法 2.3.で調製した角層を有する full-thickness pig ear skinを電動ダーマトーム
（Acculan 3Ti Dermatome、Aesculap-a B.Braun Company、Melsungen、Hessen、
Germany）を用いて表皮側より下層に向けて厚さが約 1000 µm となるように皮膚
の厚みを調製し 60)、横型拡散セル（有効透過面積 0.95 cm2）にセットした。角
層を水和するため、表皮側および真皮側に 3.0 mL の超純水を適用し、1 時間放
置した。その後、表皮側から超純水を回収し、超純水に溶解させた飽和溶解度
付近の NA（19 mg/mL）溶液を 3.0 mL 適用し、12 時間の透過試験を行った。実
験中、セル内の温度は 32 ˚C に保ち、表皮側および真皮側のセル内をマグネティ
ックスターラーで攪拌子を回転させることで常時攪拌した。 
 
2. 6. NA および LC 皮膚透過試験後の皮膚処理法 
	 透 過 試 験 終 了 後 に ド ナ ー お よ び レ シ ー バ ー 溶 液 を 除 去 し て
full-thickness/stripped pig ear skin を回収し、表皮側および真皮側に LC 適用時には









ノズル口径が 0.2 mm のエアブラシを用いて塗布した。マトリックス処理後、
iMScope を用いて観察および測定を行った。なお、iMScope の条件は、飛行モー
ドを反射モード、検出モードをポジティブイオンモード、測定範囲を荷電質量
比 200-900 m/z（LC）、100-400 m/z（NA）、レーザーショット数を 50 shots/pix、
空間分解能を LC が 10 µm、NA が 5 µm で行った。 
 
2. 7. LC の BioMap®解析と輝度解析法 
	 iMScope 観察および測定から得られた LC の固有シグナル強度（m/z 235.18）
を MS イメージングソフトである BioMap®（Novartis Pharma K.K.、Kanton、Basel、
Switzerland）を用いて画像化した。その後、画像処理ソフトウェアである Image 
J ソフトウェア（National Institutes of Helth、Bethesda、MD、U.S.A.）を用いて皮
膚深度方向に対し、一定面積の輝度の平均値を算出した。皮膚組織切片画像を





	 	 	 	 	  
 
Fig. 12    Example of an IMS observation image for NA intensity in full-thickness pig 
ear skin section after the in vitro skin permeation experiment. 
 
2. 8. NA の BioMap®解析および Image J software による輝度解析法 
	 iMScope 観察および測定から得られた皮膚組織切片の表皮・真皮中に含まれる




布を調べるため、NA の解析カラムを角層側から LC の場合より多い 16 層に分
けた。Figure 13 に測定部位（面積）のとり方を示す。 
0       0.2            0.4          0.6           0.8            1.0  
Stratum corneum side Dermis side
 42 
 
	 	 	 	 	  
Fig. 13    Example of an IMS observation image for NA intensity in full-thickness pig 
ear skin section after the permeation experiment. 
 
	 	 	 	  
  
0       0.1     0.2      0.3      0.4     0.5      0.6     0.7    0.8
0.05    0.15   0.25    0.35    0.45   0.55    0.65    0.75     
250 µm
Stratum corneum side Dermis side
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第 3 節	 結果 
3. 1. 種々濃度 LC 溶液に浸したブタ耳皮膚切片観察 
	 Figure 14 に種々濃度 LC 溶液に浸した stripped pig ear skin 組織切片の
iMScope 観察結果を示す。Fig. 14a はコントロール（0 µM の LC 適用時）である。
浸した LC 濃度が高くなるに連れ（Fig. 14b→f）、得られる画像中の輝度強度が
高くなった。 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	    
 
Fig. 14  IMScope images for LC brightness intensity in stripped pig ear skin after 
immersions in solutions with different concentrations of LC. 
a) 0 µg/mL, b) 100 µg/mL, c) 500 µg/mL, d) 1000 µg/mL, e) 1500 µg/mL, f) 2500 
µg/mL. 
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3. 2. 皮膚組織切片中 LC の質量顕微鏡を用いた検量線 




         
Fig. 15  Relationship between LC brightness intensity observed by iMScope and the 
concentration of LC applied. Each point shows the mean ± S.D. (n = 5). 
 
3. 3. LC の IMS 分析および Image J ソフトウェアによる画像解析 
	 透過試験終了後の皮膚組織切片を iMScope にて観察し、得られた画像から皮
膚中の輝度強度を Image J ソフトウェア測定した。Figure 16a に透過試験終了後


























stripped pig ear skin の定常状態時の皮膚組織切片の画像を示す。LC を適用した
皮膚表面付近の輝度強度が著しく高く、また、レシーバー側表面の輝度強度が
安定しないため、前編の CLSM を用いた画像解析結果と同様に、本検討でも両
表面付近の輝度強度については定量化しなかった。Full-thickness pig ear skin およ
び stripped pig ear skin とも LC 適用部位表面から真皮に向かって、薬物の存在を
表す赤いドットの密度が減少すること、すなわち LC の濃度勾配の存在を確認す
ることができた。 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	      
 
Fig. 16  IMScope images of LC brightness intensity in full-thickness/stripped pig 
ear skin in the steady state after the permeation experiment. a) correspond to 
full-thickness skin, b) and c) correspond to stripped skin, respectively. 
x = 0 x = Ltot
x = 0 x = Ltot




3. 4. LC の皮膚透過プロファイルおよび差分解析  
Figure 17aに full-thickness pig ear skinに 2.5 mg/mL LC溶液を適用した後の
in vitro 皮膚透過プロファイルを示す。また、Fig. 17b に stripped pig ear skin
に 2.5 mg/mL LC 溶液を適用した後の in vitro 皮膚透過プロファイルを示す。
いずれも典型的な累積皮膚透過挙動が得られたため、full-thickness pig ear 
skin の透過プロファイルより Ksc、Dsc を、stripped pig ear skin の透過プロフ
ァイルより Kved、Dved をそれぞれ算出した。結果を Table 2 に示す。それら
のデータを用いて第 1 節に示した解析法にて定常状態時における
concentration-distance profile を求めた。その計算結果を破線で実験終了時の




しかし、CLSM による実測値では明確な 2 相性はしめされず、生きた表皮・






も測定されていること、stripped skin を用いる方法では、Kved の値などが正
確に求められないことがその原因として考えられる。        
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Fig. 17  Time course of the cumulative amount of LC that permeated through 
full-thickness/stripped pig ear skin. 
Symbols: ▲: full-thickness skin, ●: stripped skin, n: stripped skin. 
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Fig. 18  Concentration-distance profile of LC in the steady state. 
 Symbols (○): Observed values from image analysis, Dashed line: Calculated value 
by the difference equation based on Fick’s law of diffusion from the skin permeation 
profile. a) correspond to full-thickness skin, b) and c) correspond to stripped skin, 
respectively. 
 
3. 5. IMS を用いた NA 固有シグナル解析 
	 Figure 19 に、iMScope 観察および測定から得られた皮膚組織切片の表皮・真





















































































[M+H+]シグナルは、他のイオン付加 NA シグナルである[M+Na+]（m/z 146.02）
（Fig. 19c）および[M+K+]（m/z 161.99）（Fig. 19b）と比べシグナル強度が高かっ
た。ナトリウムイオンの付加による [M+Na+] シグナルは極めて弱くほとんど検
出されなかったが（Fig. 19c）、カリウムイオンの付加による[M+K+]のシグナル
は良く検出された（Fig. 19b）。すなわち、IMS より得られた NA 固有シグナルの
分析は、皮膚組織切片中の NA 分布を各イオンの付加状態を含めて分析できる
有用な方法と考えられた。 
a)                                b) 
        
c) 
 
Fig. 19  Measurement intensity of nicotinic acid in mass microscope. a) [ M+H+], b) 
[M+K+] and c) [M+Na+] 
 
3. 6. NA のイメージング質量分析 
	 Figure 20 に NA を皮膚に適用しなかった場合（Fig. 20a）とした場合（Fig. 20b）
の皮膚組織切片の光学画像を示す。光学画像観察では両方の組織切片の間に違
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いが認められなかった。また、Fig. 20b の白枠部の内側を iMScope にて測定し、








a)     Without NA 
             
b)     With NA 
 
Fig. 20    Light micrograph of full-thickness pig ear skin sections. 
a) Non-applied skin, b) NA applied skin.  The designated square shows the 
observation area with mass spectrometry.  Abbreviations; S.C.; stratum corneum, Der.; 















Fig. 21     An imaging processing software, Biomap, was used to analyze the 
disposition of NA combined with H+ (a), K+ (b), and Na+ (c) in the full-thickness pig ear 
skin.  NA distribution was marked with a red spot.  Abbreviations; the same as in Fig. 
20. 
 
3. 7. Image J ソフトウェアによる輝度解析 
	 皮膚組織切片の NA の各深度分布は Image J ソフトウェアによって数値化した。














Fig. 22     The NA distribution quantified in the full-thickness pig ear skin 
using brightness analysis with Image J.  NA intensity in the skin combined 


























































































c)       d)
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第 4 節	 考察 
	 iMScope を用いて IMS 法によって、皮膚組織切片の各深度での薬物分布を確
認でき、薬物皮内動態の画像解析に用いることが出来ると考えられた。すなわ
ち、iMScope 各画像の Image J ソフトウェア解析より得られた輝度強度と皮膚を
浸した溶液中の LC 濃度に直線関係が認められ（Fig. 15）、iMScope を用いるこ
とにより、非蛍光標識薬物の皮膚中濃度の定量的評価が可能と考えられた。透
過実験終了後の定常状態時における full-thickness pig ear skin および stripped pig 


















	 NA を用いた検討では、iMScope を用いることで薬物のイオン付加の状態を含
めてNAの組織内分布の評価が可能であることが示された。このことは、iMScope









第 5 節	 小括 

























	 第 1 章、第 2 章では、薬物の組織（モデル組織：皮膚）内分布を直接的に評
価できる CLSM や iMScope を用いた画像解析手法の有用性について検討した。
CLSM を用いた方法は、用いることができる薬物に制限があるものの、薬物の
組織中各深度濃度評価は簡便かつ正確である。そこで、本章では、組織内に送
達された微少量薬物の 3 次元方向に広がる組織内分布を CLSM による画像解析
法にて評価した。微少量薬液投与には、ピコ〜ナノリットルの吐出量を正確に
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constant electric current）負荷に着目し、皮膚に CEC 併用により適用された薬物
の分布を CLSM にて評価した。 
	 さらに、これまでの検討には摘出皮膚を用いてきたが、摘出した脳や肝臓に
ついても、Nano-dose applicator による微少量薬物の low dose application を行い、
新規 Accurate Dosed Drug Delivery System（adDDS）の開発の可能性についても考
察した。 
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第 1 節	 実験方法 
 
1. 1. 試薬 








1. 2. 実験動物 
	 三元豚の耳（ブタ耳）は株式会社埼玉実験動物供給所（埼玉、日本）から食









1. 3. 寒天膜の鋳型の作製法 
	 モデル組織として用いた寒天膜は、膜強度が低く縦型拡散セル（後述）に直
接セットすることが困難であったため、直径 25 mm の穴を開けた厚みが 1 mm
のシリコーンゴムシートを寒天膜の鋳型として用いて調製した。 




1. 4. 4%寒天膜の調製法 











面積 3.14 cm2）にセットした。その後、レシーバー側より 0 時間目のサンプリン
グを行い、同量の PBS をレシーバー側に補充した。また、ドナー側には PBS に
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溶解させた 5 mM FD-4 溶液を Nano-dose applicator（0.1 µL）またはディスペンサ
（ー1、10、100、1000 µL）を用いて膜表面から 2 cm に固定した状態から適用し、
20 分の透過試験を行った。実験中、セル内の温度は 32 ˚C に保ち、レシーバー
側のセル内をマグネティックスターラーで攪拌子を回転させることで常時攪拌
した。経時的にレシーバー側から 0.5 mL サンプリングを行い、その都度、同量
の PBS を補充した。なお、Nano-dose applicator の吐出条件は、電圧 7.00 V、繰
り返し周波数（1 秒あたりの吐出回数）10000 Hz、吐出回数 10000 回である。な
お、吐出量はトータル 0.10 µL に設定した。なお、これらパラメーターは
Wavebuilder®（クラスターテクノロジー株式会社）を用いて設定した。 
 
1. 6. FD-4 定量法 
	 透過試験より得られた FD-4 のサンプル溶液は遠心分離（18,800×g、5 min、4 ˚C）
し、その上清 300 µL を蛍光分光光度計にて、励起波長 480 nm、蛍光波長 520 nm
の条件で測定した。 
 
1. 7. FD-4 の寒天膜表面分布への適用液量の影響の測定方法 
	 Nano-dose applicator もしくはディスペンサーを調製した寒天膜表面の真上に
セットし、膜表面との距離を 2 cm とした。その後、Nano-dose applicator（0.1 µL）
およびディスペンサー（1、10、100、1000 µL）を用いて 5 mM FD-4 溶液を寒天
膜表面に適用した。薬液の寒天膜表面分布の変化を経時的に調べるため、適用
した直後、10 分および 30 分後にそれぞれの寒天膜を均等にメスにて 25 個の正
方形のブロックに切り分け、PBS 1.0 mL に 90 分浸すことにより寒天膜中の FD-4
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を抽出した。抽出液中 FD-4 は蛍光分光光度計を用いて測定した。得られた各ブ
ロック中の FD-4 濃度を SigmaPlot（SigmaPlot 13、株式会社ヒューリンクス、東
京、日本）にて 2D 空間に距離比を取った等高線図としてプロットした。なお、
適用液量が 0.1、1、10 µL の場合は一辺 30 mm の正方形内の FD-4 濃度分布を評
価し、適用液量が 100 および 1000 µL の場合は一辺 100 mm の正方形内の FD-4
濃度分布を評価した。 
 
1. 8. 薬物分布半径変化率の算出 
	 寒天膜表面に適用された薬液の表面分布変化を調べるため、薬液の表面分布
画像から Image J ソフトウェアを用いて経時的な変化を数値化した。得られた濃
度分布図から薬物分布半径（rs each min）を Image J ソフトウェアデータより求め、
その変化率（CR）を式（23）より計算した。ここで rs 0 min は、薬液適用直後の
膜表面での分布半径である。 
 
	 	 	 	        	 	 	 	 	 CR = 𝑟!  !"#!  !"#/𝑟!  !"#	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （23） 
 
1. 9. ブタ耳皮膚、ヘアレスラット脳およびヘアレスラット肝臓の摘出方法 
	 自然解凍したブタ耳は表面を傷つけないよう丁寧に水洗いし、水分を良く拭
き取った後、メスを用いて必要面積を摘出し、真皮側の脂肪をハサミで丁寧に












1. 10. 検量線用のブタ耳皮膚、脳および肝臓の調製法 
	 摘出された full-thickness skin、stripped pig ear skin、脳および肝臓を適当な大き
さに切り分け、Table 3 に示した種々濃度に調製した FD-4 または Cal 溶液、もし
くはそれらを含まない溶液中に、完全に浸かるように入れた。溶媒として、FD-4
の場合 PBS を、Cal の場合 1mM EDTA-2 Na 添加 PBS を用いた。24 時間静置後、









Table 3  Concentrations of FD-4 and Cal in various tissues used for prepering  
        calibration curve 
 
 
1. 11. 皮膚、脳および肝臓組織切片の CLSM 観察手順と条件設定法 
	 方法 1. 10.で包埋した組織片よりクライオスタット（CM3050、LEICA、Wetzler、
Hessen、Germany）を用いて包埋した組織片に対して垂直方向に厚み 7-10 µm の
皮膚、脳および肝臓切片を作製した。作製した各切片は CLSM を用いて蛍光を
観察した。FD-4 を用いた場合の CLSM の条件は以下の通りである。Stripped pig 
ear skin；Wave length を 473 nm、Scan speed は Kalman mode の 120 µs/pix、Laser 
power を 4 %、HV を 415 V、Gain を 1.125 x、Off set を 0 とした。毛嚢部分を含
まない full-thickness pig ear skin；Wave lengthを 473 nm、Scan speedはKalman mode
の 120 µs/pix、Laser power を 30 %、HV を 360 V、Gain を 1.125 x、Off set を 0
とした。毛嚢部分を含む full-thickness pig ear skin；Wave length を 473 nm、Scan 
speed は 200 µs/pix、Laser power を 10 %、HV を 344 V、Gain を 5x、Off set を 30
とした。脳組織；Wave length を 473 nm、Scan speed は Kalman mode の 120 µs/pix、
Laser power を 4.5 %、HV を 409 V、Gain を 1.125 x、Off set を 0 とした。肝臓組
織；Wave length を 473 nm、Scan speed は Kalman mode の 120 µs/pix、Laser power
を 20 %、HV を 298 V、Gain を 1.125 x、Off set を 0 とした。 
Stripped skin Brain Liver
FD-4
10, 50, 80, 100, 
200, 500, 600, 
800, 1000 µg/mL
200, 320, 400, 
800, 1000, 2000, 
3200 µg/mL
200, 300, 500, 
1000, 2000, 3000, 
5000 µg/mL 




	 また、Cal を用いた場合の CLSM の条件は以下の通りである。Full-thickness pig 
ear skin；Wave length を 473 nm、Scan speed は Kalman mode の 120 µs/pix、Laser 
power を 1.5%、HV を 365 V、Gain を 1.125 x、Off set を 0 とした。 
	 なお、観察条件が異なることから、検量線は各条件ごとに作成した。 
 
1. 12. ブタ耳皮膚透過実験法 
	 1. 9. の方法で調製されたブタ耳皮膚は、角層側を上向きにし、縦型拡散セル
（有効透過面積 0.64 cm2）にセットした。皮膚からレシーバーに漏出する自家蛍
光の影響の軽減のため、かつ角層を水和するため、透過試験前に表皮側に 0.5 mL、
真皮側に 4.0 mL の PBS を適用し、1 時間放置した。その後、表皮側から PBS を
回収し、真皮側より 0 時間目のサンプリングを行い、同量の PBS を真皮側に補
充した。また、角層側には Nano-dose applicator を用いて PBS に溶解させた 5 mM 
FD-4 を 0.1 µL 皮膚表面から 2 cm 上から適用した。実験中、セル内の温度は 32 ˚C
に保ち、真皮側のセル内をマグネティックスターラーで攪拌子を回転させるこ
とで常時攪拌した。経時的に真皮側から 0.35 mL サンプリングを行い、その都度、
同量の PBS を補充した。 
 
1. 13. 皮膚透過試験後の皮膚処理法 
	 透過試験終了後にドナーおよびレシーバー溶液を除去して皮膚を回収し、パ
スツールピペットを用いて角層側および真皮側に PBS もしくは 1 mM EDTA-2 




かに凍結させ、クライオスタットを用いて皮膚に対し垂直方向に厚み 10 µm の
皮膚組織切片を作製した。作製した皮膚組織切片は CLSM を用いて観察した。
なお、このときの CLSM 観察の条件は、1. 11. の条件と同様である。 
 
1. 14. 組織切片の CLSM 画像解析法 
CLSMより得られた各組織切片画像の蛍光強度を算出するため角層側（x = 0）
から真皮側に深さ方向へ 1000 µm の長さを 10 に分割した。また、水平方向には
2000 µL の長さを 21 に分割した。そして、各領域の蛍光強度を測定した。Figure 
23 に分割の例を示す。また、各溶媒を適用した皮膚切片から得られた自家蛍光
強度の平均値を各部位から得られた蛍光強度から差し引き、各部位の蛍光強度
とした。検量線を用いて得られた濃度の数値を SigmaPlot にて 2D 空間に等高線
図としてプロットした。 
 
       
Fig. 23  Example of a CLSM observation image for the calibrating FD-4 
fluorescence intensity in tissue section. 
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1. 15. 電極の作製法 
	 直径 1 mm の Ag 線を 4〜5 cm に切断し、それぞれ Ag 電極とした。Ag/Cl 電




1. 16. Cal のブタ耳皮膚透過実験 
	 1. 9. の方法で調製されたブタ耳皮膚は、角層側を上向きにし、縦型拡散セル
（有効透過面積 0.64 cm2）にセットした。皮膚からレシーバーに漏出する自家蛍
光の影響の軽減のため、かつ角層を水和するため、透過試験前に表皮側に 0.5 mL、
真皮側に 4.0 mL の 1 mM EDTA-2 Na 添加 PBS を適用し、1 時間放置した。その
後、表皮側から 1mM EDTA-2 Na 添加 PBS を回収し、真皮側より 0 時間目のサ
ンプリングを行い、同量の 1 mM EDTA-2 Na 添加 PBS を真皮側に補充した。ま
た、角層側には Nano-dose applicator を用いて 1mM EDTA-2 Na 添加 PBS に溶解
させた 1 mM Cal 溶液を 0.1 µL を皮膚上 2 cm から適用した。実験中、セル内の
温度は 32 ˚C に保ち、真皮側のセル内をマグネティックスターラーで攪拌子を回
転させることで常時攪拌した。経時的に真皮側から 0.35 mL サンプリングを行い、
その都度、同量の 1mM EDTA-2 Na 添加 PBS を補充した。得られたサンプル中
の Cal 濃度は蛍光分光光度計を用いて測定した。なお、Nano-dose applicator の吐
出条件は、電圧 9.00 V、繰り返し周波数（1 秒あたりの吐出回数）10000 Hz、吐







（Cathodal CEC）。CEC セットアップ模式図を Fig. 24 に示す。CEC の適用条件
は ADIS-HP（6.0 ver. ）（ADVANCE、東京、日本）にて制御し、一定電流（0 mA、
0.01 mA、0.02 mA、0.04 mA、0.08 mA、0.16 mA）を適用した。 
 
   
Fig. 24  Set-up of diffusion cells for pig ear skin permeation experiment 
 
1. 17. Cal 定量法 
	 透過試験より得られた Cal のサンプル溶液は遠心分離（18,800×g、5 min、4 ˚C）







Ag/Cl Donor  phase (0.1 µL)
Electrode area: 0.0314 cm2
Ag
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1. 18. FD-4 適用後の脳および肝臓組織観察法および画像解析法 
	 摘出されたヘアレスラットの脳および肝臓に 0.1 µL の 5 mM FD-4 溶液を
Nano-dose applicator を用いて適用した。薬物適用 30 分後に各組織を回収し、冷
凍包埋剤に包埋し、-20 ˚C イソペンタン中で速やかに凍結させた。各組織に対し
て垂直方向の組織切片（厚さ 7-10 µm）をクライオスタットにより作製した。
CLSM 観察より得られた各組織切片画像の蛍光強度を 1. 14.に示した方法で解析
し、各深度の濃度分布を算出した。得られた数値を SigmaPlot にて 2D 空間に等
高線図としてプロットした。なお、Nano-dose applicator（クラスターテクノロジ
ー株式会社、東京、日本）の吐出条件は、電圧 7.00 V、繰り返し周波数（1 秒あ
たりの吐出回数）10000 Hz、吐出回数 10000 回である。なお、吐出量はトータ
ル 0.10 µL に設定した。なお、これらパラメーターは Wavebuilder®（クラスター
テクノロジー株式会社）を用いて設定した。  
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第 2 節	 結果 
2. 1. In vitro 4%寒天膜透過性 
	 Figure 25 に 4%寒天膜に適用した種々適用液量の FD-4 の in vitro 4%寒天膜累
積透過プロファイルを示す。各適用液量では、典型的な薬物の膜累積透過挙動













Fig. 25  Time course of the cumulative amount of FD-4 that permeated through 4% 
agar membrane. Symbols: ●: application volume 1000 µL, ■: application volume 100 
µL, u: application volume 10 µL, ▲: application volume 10 µL, ×: application volume 
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Fig. 26  Time course of the flux of FD-4 that permeated through 4% agar membrane. 
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2. 2. FD-4 適用後の 4%寒天膜表面分布の経時変化に及ぼす適用液量の影響 
	 4%寒天膜表面に適用された微少量薬液中の薬物は膜内に浸透するとともに膜
表面で広がると考えられる。そこで、薬物の膜表面分布について検討した。Figure 
27 に FD-4 溶液適用後の寒天膜表面分布の経時的変化に及ぼす種々適用液量の
影響を示す。図は 25 分割した寒天膜の各ブロック中の FD-4 量を測定し、
Sigmaplot を用いて 2D 等高線プロットしたものである。ここで、FD-4 の濃度分
布は色調変化により表している。適用液量が 0.1 µL（Fig. 27a）では、適用直後
（図の上段）と比べ、適用 10 分後（図の中段）で FD-4 の広がりが確認できた
が、適用 10 分後と 30 分後（図の下段）間では差が認められなかった。このこ
とから、適用された微少量薬物は、わずかに横方向に広がるものの、薬物は速
やかに膜内へ浸透すると考えられた。一方、適用液量が 1 µL（Fig. 27b）および
10 µL（Fig. 27c）では、適用直後より 10 分後、10 分後より 30 分後と時間が経
過するとともに寒天表面上で FD-4 が広がった。さらに、適用液量が 100 µL（Fig. 
27d）、1000 µL（Fig. 27e）では、更に広範囲に FD-4 は広がっていくことが認め
られた。特に、適用 30 分後では、寒天膜上の 100 mm×100 mm の範囲ほぼ全面
に FD-4 の分布が認められた。得られた画像データより、各適用液量での寒天膜
表面で FD-4 が広がった半径を測定し、これより半径の増加率（CR）を算出し
た。結果を Table 4 に示す。CR 値を用いることで、薬物の広がりを定量的に評
価できると考えられる。 
	 以上より Nano-dose applicator を用いて寒天膜に適用された 0.1 µL という微少
量 FD-4 溶液では膜表面でのわずかな FD-4 の広がりが認められたが、FD-4 は速
やかに膜内へ浸透すると考えられた。すなわち、標的部位を限定するとき、
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Nano-dose applicator を用いた薬物投与が有効であることが示唆された。 
 
 
Fig. 27  Distribution of FD-4 area on 4% agar membrane surface by different 
application volumes at each application time a): 0.1 µL, b): 1 µL, c): 10 µL, d): 100 µL, 
e): 1000 µL. Upper line: immediately, middle line: 10 minutes, lower line: 30 minutes. 
 


























a) b) c) d) e)








Application volume (µL) CR of 10 min CR of 30 min CR increase (%)
1000 1.99 N.D. N.D.
100 1.13 N.D. N.D.
10 1.21 1.35 12.08
1 1.25 1.40 11.99
0.1 1.05 1.06 0.51
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2. 3. Nano-dose applicator を用いた微少量薬液適用後の皮膚組織観察 
	 実組織への応用を目指すため、モデル組織としてブタ耳皮膚を選択して、組
織表面に適用された微少量薬物の組織内分布について画像解析評価法を用いて
調べた。各組織中の FD-4 濃度分布を調べるため、CLSM 画像より算出した
stripped pig ear skin 用、full-thickness skin 用それぞれの検量線を用いた（Fig. 28a,b）。
これは、方法 1. 11 に示したように CLSM 照射条件が異なるため、stripped pig ear 
skinと full-thickness pig ear skinで異なった蛍光強度が観察されたことによる画像
から得られた蛍光強度と FD-4 皮膚中濃度の間にそれぞれ高い決定係数（stripped 
skin：R2=0.99605、full-thickness skin：R2=0.99667）が得られた。Nano-dose applicator
を用いて適用された微少量FD-4の stripped pig ear skinおよび full-thickness pig ear 
skin の CLSM 画像より、適用部位を中心に深さ方向 1000 µm、横方向 2000 µm
の長方形内の濃度分布を Image J より画像解析し、得られた値を SigmaPlot にて
2D 空間に距離比を取った等高線プロットとして表した結果をそれぞれ Fig. 28c
および Fig. 28d に示す。 




	 Full-thickness pig ear skin の毛嚢がない部分に適用した FD-4 の場合、12 時間経
っても皮膚表面近くのみに分布した。一方、興味深いことに、毛嚢開口部に選
択的に適用した FD-4 は角層を介した皮内への浸透が認められなかったが、毛幹
に伝って毛嚢深部に FD-4 は移行することが観察できた（Fig. 28e）。この結果か
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ら、CLSM を用いた評価は水溶性高分子量薬物である FD-4 の皮膚透過ルートの
評価にも利用できると考えられた。 








Fig. 28  Distribution of fluorscence marker in stripped (a, c), full-thickness (b, d) pig 
ear skin without hair follicle and full-thickness skin with hair follicle (e). Relationship 
between FD-4 fluorescence intensity observed by CLSM and the concentration of FD-4 
applied, a): obtained condition of stripped pig ear skin by CLSM, b): obtained condition 
of full-thickness pig ear skin without hair follicle by CLSM. Sigmaplot images of FD-4 
concentration in c): stripped pig ear skin, d): full-thickness pig ear skin without hair 
follicle, e) show distribution of FD-4 in full-thickness pig ear skin with hair follicle. 
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Application site Application site
200 µm 200 µm
d) Full-thickness pig ear skin 
    without hair follicle
e) Full-thickness pig ear skin 
    with hair follicle
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 まず、Fig. 29a に皮膚表面に微少量薬液（0.1 µL）を適用した後に、異なる電
流密度（0.3-5.1 mA/cm2）を負荷した後の Cal の皮膚累積透過プロファイルを示
す。負荷する電流密度が高くなるにつれて皮膚累積透過量の増大も認められ、
負荷する電流強度が 0.3 mA/cm2 では、負荷なしの時と比べ Cal の累積透過量が
約 3倍高値を示し、負荷する電流密度が 5.1 mA/cm2では約 7倍高い値を示した。
8 時間目の Cal の皮膚累積透過量を各負荷電流密度で比較した結果を Fig. 29b に
示す。Cal の 8 時間目の皮膚累積透過量は負荷する電流密度が 1.3 mA/cm2 までは
負荷電流密度の増大と共に増大したが、1.3 mA/cm2 以上はほぼ一定であった。 
	 次に、電流密度を 5.1 mA/cm2 に固定し、Cal の皮膚透過量に及ぼす CEC の負
荷時間の影響を調べた（Fig. 30）。CEC の負荷を初めの 5 分間とした時の、Cal
の皮膚累積透過量は CEC 負荷なし時に比べ約 5 倍高値を示したが、興味深いこ
とに CEC を実験終了までの 8 時間負荷しても皮膚累積透過量は 5 分負荷時とほ
ぼ同等であった。すなわち、各 CEC 負荷条件での 8 時間目の Cal の皮膚累積透
過量を比較しても、バラツキがあるものの、ほぼ同等の値を示すことが認めら




Fig. 29  Effect of current density on the permeation of Cal. a): Time courses of the 
cumulative amount of Cal that permeated through full-thickness pig ear skin treated 
with CEC application for 8 h, b): Relationship between cumulative amount of Cal 
permeated over 8 h permeation and CEC applied condition. Symbols: u: 0 mA/cm2, ■: 
0.3 mA/cm2, ▲: 0.6 mA/cm2, ×: 1.3 mA/cm2, ※: 2.5 mA/cm2, ●: 5.1 mA/cm2. 
 
 
Fig. 30  Effect of treated period of CEC on the permeation of Cal. a): Time course of 
the cumulative amount of Cal that permeated through full-thickness pig ear skin treated 
with CEC application (5.1 mA/cm2), b): Relationship between the cumulative amount 
of Cal over 8 h and the application time of CEC applied. Symbols: ■: 0 h, u: 0.08 h, ×: 
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2. 5. 短時間（5 分）CEC 併用時の Cal の皮内分布 
	 そこで、皮内に送達された微小量 Cal の皮内分布に及ぼす 5 分間 CEC 併用の
影響について画像解析評価法を用いて検討した。皮膚中の Cal 濃度分布を調べる
ため、方法 1. 11 に示した CLSM 照射条件により観察し、CLSM 画像より同条件
で作成した検量線を用いた（Fig. 31a）。Fig. 31b,c に皮膚組織切片の蛍光断面図
を示す。得られた CLSM 画像（Fig. 31b, c）より適用部位を中心に深さ方向 1000 
µm、横方向 2000 µm の長方形内の濃度分布を Image J より画像解析し、得られ
た数値をSigmaPlotにて2D空間に距離比を取った等高線プロットした結果をFig. 
31d, e に示す。Fig. 31b,d は CEC を負荷しない場合の皮膚断面図および濃度分布
図であるが、薬物は皮膚表面のみに分布し、皮内への浸透が認められなかった。
一方、Fig. 31c,e に示すように、CEC を 5 分間負荷すると、Cal は皮内深部に分
布することが認められた。このことから、皮膚に適用された微少量の薬物を組
織の深部や目的部位に送達するための手法として CEC を併用することが有効で
あり、その評価に CLSM を用いた評価が有用であることが考えられる。 
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Fig. 31  Distribution of Cal in full-thickness pig ear skin without hair follicle. a) 
Calibration curve of Cal in full-thickness pig ear skin without hair follicle. CLSM 
images of full-thickness skin without hair follicle after application of Cal without b) or 
with c) CEC. Sigmaplot images of Cal concentration in full-thickness pig ear skin 
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2. 6. 脳および肝臓に送達された微小量 FD-4 溶液の組織内分布 





	 各組織中の FD-4 濃度分布を調べるため、CLSM 画像より得た各検量線を用い
た。すなわち、方法 1. 11 に示した脳組織における CLSM 照射条件により脳組織
を観察し、得られた検量線を脳組織の実験に（Fig. 32a）、また、肝臓組織にお
ける CLSM 照射条件により肝臓組織を観察し、得られた検量線を肝臓組織の実
験に（Fig. 32b）、それぞれ用いた。画像から得られた蛍光強度と FD-4 組織中
濃度の間に高い決定係数（脳組織：R2=0.98313、肝臓組織：R2=0.99514）が得ら
れた。Nano-dose applicator を用いて適用された 0.1 µL の 5 mM FD-4 溶液を適用
した 30 分後の脳組織（Fig. 28c）および肝臓組織（Fig.28d）の CLSM 画像につ
いて、適用部位を中心に深さ方向 1000 µm、横方向 2000 µm の長方形内の濃度分
布を Image J より画像解析し、得られた数値を SigmaPlot にて 2D 空間に距離比
を取った等高線プロットした結果を、それぞれ Fig. 32e と Fig. 32f に示す。各組
織表面に適用された FD-4（適用溶液量 0.1 µL）は 30 分で組織内に移行したこと
が蛍光画像で確認できた。適用した FD-4 は、脳組織内では適用 30 分後に約 440 
µm 深さに（Fig. 32c）、また、肝臓では同じく 30 分後で 740 µm 深さにそれぞれ
浸透することが確認できた（Fig. 32d）。また、本方法により、その分布は薬物
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Fig. 32  Distribution of FD-4 in the brain and liver tissues. Relationship between FD-4 
fluorescence intensity observed by CLSM and the concentration of FD-4 applied. a): 
CLSM condition using brain, b) CLSM condition using liver). CLSM images in the 


















0 1000 2000 3000 4000 5000 







































































































を正確に吐出できる Nano-dose applicator を用いた微少量薬液の組織微小部位へ
の adDDS の確立のための基礎検討として、微小組織中の薬物分布の CLSM によ
る評価を試みた。 
	 まず、薬物の膜透過性に及ぼす適用液量の影響を明らかにするために、異な
る適用液量の FD-4 溶液を 4%寒天膜に適用し、その膜透過性について調べた。
その結果、適用液量によってFD-4の累積透過量が異なることが示された。また、
Nano-dose applicator を用いて寒天膜表面に適用された微少量 FD-4 の膜表面での
広がりが極わずかであったことから、標的部位を限定した薬物投与に本デバイ
スは有用であると考えられた。そこで、実組織への応用としてブタ耳皮膚（角
層を有する full-thickness pig ear skin および角層を除去した stripped pig ear skin）
を選択し、微少量薬液（0.1 µL）を組織表面に適用した後の薬物浸透パターンに
ついて検討した。Stripped pig ear skin 表面に適用された微少量薬物は、深さ方向
と横方向の両方へ分布したが、組織表面での横方向への拡散が深さ方向への拡
散より速いことが示された。Full-thickness pig ear skin の毛嚢でない部分に 0.1 µL






浸透への CEC の併用効果を本方法により調べた。その結果、CEC を負荷しない













第 4 節	 小括 
	 本章の研究結果より、Nano-dose applicator を用いた微少量薬物送達は、極低用
量の薬液を正確に目的部位の表面に吐出できるため、少量で高い効果を期待で
きる効率的な薬物送達システムに応用できる可能性が示された。すなわち、



















	 第 1 章では、薬物の組織内分布の直接的な評価が可能と考えられる共焦点レ
ーザー走査型顕微鏡（CLSM）を用いた蛍光画像解析法に注目した。すなわち、
角層を除去した stripped pig ear skinのCLSM画像を用いて薬物の組織中深さ方向
concentration-distance profile 解析の可能性について調べた。 
	 第 2 章では、質量顕微鏡（iMScope）を用いた非蛍光標識薬物の組織中深さ方
向 concentration-distance profile の画像解析の可能性について検討した。 
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 また、第 3 章では、数ピコ—ナノリットルの薬液を吐出できる Nano-dose 
applicator を選択し、微少量薬液を投与した後の薬物の摘出組織内分布を評価し
た。なお、摘出皮膚をモデル組織として主に用い、摘出脳および肝臓について
も CLSM を用いた画像解析方法にて三次元薬物分布評価を行った。 
	 以下、3 章に分けて総括する。 
1. 蛍光標識薬物の組織中濃度の画像解析による評価 
	 本章では、薬物の皮内分布を CLSM 画像に基づいて解析する手法の確立を試









	 iMScope を用いた IMS 観察像を用いて得られた皮膚組織切片中の各深度での















3. ピエゾ感圧アプリケータ （ーNano-dose applicator）により投与された蛍光標識
薬物の種々微小組織中の分布評価に関する検討 
	 微少量薬液投与後の組織内分布を評価するため、数ピコ—ナノリットル単位で







察した。Stripped pig ear skin 表面に適用された微少量 FD-4 は、深さ方向と横方
向の両方へ分布したが、その浸透パターンの解析から stripped pig ear skin では
FD-4 は横方向への広がりが大きいことを明らかにした。角層を有する
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用された微少量 FD-4 の各組織内での分布を CLSM 画像解析にて解析した結果。
各組織表面に適用された FD-4 の組織内分布を評価でき、さらに、その浸透深さ
は異なることを示すことができた。 
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